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서 론
혈우병 는 번 혈액 응고인자가 부족하여 출혈시 지혈이 되 B IX
지 않는 질환으로 연관 열성 유전을 한다 혈우병 의 병인 유 X- . B
전자인 F9 유전자는 염색체 장완 유전자좌에 위치한다 X- 27.1 .
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F9 유전자의 염기서열은 년에 완전히 해독되었는데 당시 1985 ,
로는 가장 길고 연속적으로 해독된 인간의 유전자중 하나였다
1).
총 길이는 약 이며 개의 과 개의 으로 구성 33.5 kb 8 exon 7 intron
되어 의 를 암호화하며 이중 의 만이 2.8 kb mRNA , 1.4 kb mRNA
개의 아미노산으로 번역된다 461
2) 번 응고인자는 다른 응고 . IX
단백질들과 공통되는 영역 들을 가지고 있는데 특히 (domain) , VII
번 번 그리고 와 일치되는 영역을 가지고 있어 이들 , X , protein C ,
단백질은 하나의 공통된 조상을 가지고 있다고 여겨지고 있다.
혈우병 유전자 돌연변이의 진단에는 간접 진단법과 직접 진단
법이 있다 간접 진단법은 과 제한효소 절편 길이 다형성 . PCR
혹은 과 (restriction fragment length polymorphism) PCR
등을 이용 single strand conformation polymorphism (SSCP)
과 를 Multiplex PCR Conformation Sensitive Gel Electrophoresis
이용한 혈우병B F9 유전자 돌연변이 직접 진단법
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Purpose: The F9 gene is known to be the causative gene for hemophilia B, but unfortunately the detection rate for re-
striction fragment length polymorphism-based linkage analysis is only 55.6%. Direct DNA sequencing can detect 98% of
mutations, but this alternative procedure is very costly. Here, we conducted multiplex polymerase chain reactions (PCRs)
and conformation sensitive gel electrophoresis (CSGE) to perform a screened DNA sequencing for the F9 gene, and we
compared the results with direct sequencing in terms of accuracy, cost, simplicity, and time consumption.
Methods: A total of 27 unrelated hemophilia B patients were enrolled. Direct DNA sequencing was performed for 27 pa-
tients by a separate institute, and multiplex PCR-CSGE screened sequencing was done in our laboratory. Results of the
direct DNA sequencing were used as a reference, to which the results of the multiplex PCR-CSGE screened sequencing
were compared. For the patients whose mutation was not detected by the 2 methods, multiplex ligation-dependent probe
amplification (MLPA) was conducted.
Results :With direct sequencing, the mutations could be identified from 26 patients (96.3%), whereas for multiplex PCR-
CSGE screened sequencing, the mutations could be detected in 23 (85.2%). One patient’s mutation was identified by
MLPA. A total of 21 different mutations were found among the 27 patients.
Conclusion :Multiplex PCR-CSGE screened DNA sequencing detected 88.9% of mutations and reduced costs by 55.7%
compared with direct DNA sequencing. However, it was more labor-intensive and time-consuming. (Korean J Pediatr
2010;53:397-407)
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한 연관분석법 을 주로 이용한다 연관분석법 (linkage analysis) .
은 유전자 재조합 과정에서 같은 염색체 위에 서로 가까운 유전
자들이 함께 자손에게 유전되는 성질을 이용한 방법이다 사람에 .
게 의 유전자재조합이 일어날 확률의 유전자 지도 거 1 cM (1%
리 는 약 이고 ) 100kb-10,000 kb , F8 유전자는 186 kb, F9 유
전자는 이므로 유전자내 표식자 를 이 34 kb (intragenic marker)
용하면 재조합에 따른 오류는 이하라 할 수 있다 1%
3) 유전자외 .
표식자 들은 유전자내 표식자에 비해 재조 (extragenic marker)
합에 따른 위험성이 로 높은 편이다 연관분석법은 경제적 3-5% .
이며 실험이 비교적 용이한 분석법이나 환자 자신 뿐아니라 가 ,
족들도 검사를 받아야 하고 또한 응고인자 활성도가 경도로 감소
된 경우와 같이 혈우병의 확진 검사로서 유전자 검사가 필요한
경우 도움이 되지 못하였다 무엇보다 . F9 유전자에 대한 연관분
석은 정보제공율이 떨어져 한국인 혈우병 환자에 대해 과 B MseI
을 이용하여 연관분석을 시행했을 때 정보제공율은 HhaI 55.6%
정도에 불과하였다
4).
한편 직접 진단법은 염기서열 분석을 하는 방법이다 DNA . F9
유전자는 비교적 길이가 짧은 편에 속하며 의 돌변변이가 , 98%
염기서열 분석법으로 진단이 가능한 것으로 알려져 있다 그러나 .
이는 비용과 시간이 많이 드는 단점이 있어 주로 연구목적으로
사용되어 왔다.
이런 직접 염기서열 분석법의 단점을 극복하기 위해 SSCP,
CSGE, denaturing high-performance liquid chromatography
등의 선별검사 후 돌연변이가 의심되는 특정 부위만 (dHPLC)
서열 분석을 하는 방법들이 고안되었다 우리나라에서는 직접 염 .
기서열 분석법에 의한 F8 및 F9 유전자 돌연변이에 대한 보고는
있었으나
5, 6) 돌연변이 선별검사 후 염기서열 분석법에 의한 돌 ,
연변이 보고는 아직까지 없었다 본 연구는 . F9 유전자에 대한 직
접 염기서열 분석법과 선별 후 염기서열 분석법을 mPCR-CSGE
비교하여 에 의한 돌연변이 선별의 정확성 경제 mPCR-CSGE ,
성 신속성 편이성을 평가하기 위해 고안되었다 , , .
대상 및 방법
대 상 1.
본 연구에는 가계도 조사를 통해 비혈연 관계로 확인된 혈우병
환자 명이 참여하였다 이중 가족에게 제한효 B 27 (Table 1). 6
소 절편길이 다형성에 기초한 연관분석을 시행하였으나 가족 , 5
에서는 환자의 모친에게 이형접합체가 형성되지 않아 보인자와
산전진단을 위한 정보제공을 받을 수 없었다 번 응고인자 활 . IX
성도 의 측정은 를 이용하였다 이때 (FIX:C) one-stage assay .
사용한 는 FIX-deficient plasma HemosIL
TM (Instrumentation
참고치 이었으며 응고기 Laboratory, Milan, Italy; 65-150%) ,
기는 ACL 9000 (Instrumentation Laboratory, Milan, Italy)
이었다 인자 항체가는 를 이용하여 측정하였 . IX Bethesda assay
고 혈우병 진단을 받은 후 한번이라도 항체가가 이 , 0.6 BU/mL
상이었던 환자를 항체 환자로 분류하였다 명의 중등증 환자를 . 1
제외한 명의 환자는 모두 중증 혈우병 환자였다 명의 환자 26 B . 3
에게 항체가 있었으며 영구적 항체를 가진 환자가 명이었고 나 , 1 ,
머지 명은 일시적 항체 양성 환자였다 가족력이 있던 환자는 2 .
명 이었으며 나머지 명은 산발성 이었다 환자들 10 , 17 (sporadic) .
의 평균 연령은 세 였으며 번 응고인자 활성도는 평균 19.8 , IX
였다 본 연구는 삼성서울병원의 임상심의위원회의 승인 0.63% .
을 득한 후 실시되었고 환자들에게는 유전자 검사 동의서를 받 ,
았다.
연구 방법 2.
명의 혈우병 환자들의 말초혈액을 채취하여 개로 등분 27 B 2
하였다 개의 등분은 삼성의료원 진단검사유전의학과로 보내져 . 1
직접 염기서열 분석법을 시행하였고 또다른 개의 등분은 한국 , 1
혈우재단 서울의원에서 로 선별검사를 시행한 후 mPCR-CSGE
돌연변이가 의심되는 특정 부위에 대해서만 염기서열 분석법을
시행하였다 증폭이 안되어 직접 염기서열 분석법으로 분석 . PCR
이 되지 않는 환자에 대해서는 대결실 돌연변이를 감별하기 위해
삼성서울병원과 한국혈우재단 서울의원에서 각각 를 이용 MLPA
하여 를 시행하였다 실험이 끝난 후 두 방법 exon dosage test .
의 정확성 경제성 신속성 편리성을 비교하였으며 이때 인건비 , , , ,
와 감가상각비 등을 제외하였고 시약 등의 소모품 비용만을 계산
하였다.
직접 염기서열 분석법 1)
말초혈액 림프구에서 Wizard Genomic DNA Purification
를 이용하여 Extraction Kit (Promega, Madison, WI, USA)
를 추출하였다 DNA . F9 유전자의 모든 들과 인접한 exon intron
에 대해 을 시행하였다 사용된 시발체는 와 같았다 PCR . Table 2 .
염기서열 분석은 ABI Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied
에서 biosystems, Carlsbad, CA, USA) BigDye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Applied biosystems,
를 이용하였다 발견된 유전자의 변이는 Carlsbad, CA, USA) .
Sequencher program (Gene Codes Corp., Ann Arbor, MI,
을 이용하여 해석하였으며 USA) , F9 서열 wild-type (GenBank
을 참조서열로 이용하였다 발 accession no. : NM_000133.3) .
견된 돌연변이의 명명은 Human Genome Variation Society
의 명명법을 따랐는데 이는 (http://www.hgvs.org/mutnomen) ,
번역 시작 코돈인 전사의 를 로 명명한다 단백질에 ATG A +1 .
대해서는 등 Yoshitake
1)의 명명법을 따라 기능 단백질의 첫 아
미노산을 로 하였다 또한 +1 . Human Genome Variation Society
의 를 로 하는 명명법에 따른 명명도 괄호 안에 병기하였 Met +1
다 확인된 변이의 를 알기 위해서 . novelty Human Gene Muta-
tion 와 인 Database (HGMD) locus specific database The
Hemophilia B Mutation Database (http://www.kcl.ac.uk/ip/
를 참조하였다 peter green/hemBdatabase.html)
7) 여부 . SNPDirect detection of hemophilia B F9 gene mutation using multiplex PCR and CSGE
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는 을 참조하였다 과 계통분류학 dbSNP build 130 . CpG hotspot
적 분석을 위해서 UCSC (University of California Santa Cruz;
를 이용해 분석하 http://genome.ucsc.edu/) genome browser
였다 단백질 구조의 예측에는 . 3-D Swiss-model
8)을 이용하였
고, UCSF chimera program (University of California San
을 이용하여 단 Francisco; http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/)
백질 구조를 영상화 하였다 3-D .
선별 후 염기서열 분석법 2) mPCR-CSGE
추출 (1) DNA
처리된 환자의 말초혈액 을 채취하여 EDTA 3 mL Wizard
Genomic DNA Purification Extraction kit
Ⓡ를 사용하여 말초
혈액 림프구에서 를 추출하였다 genomic DNA .
(2) Multiplex PCR
은 등 Multiplex PCR Jayandharan
9)의 방법을 따랐다. F9 유
전자를 을 포함하는 promoter, exon, polyadenylation region 3
개의 그룹과 개의 세트로 나누어 multiplex PCR 1 uniplex PCR
증폭시켰다 하나의 그룹은 붙임 온도는 동일하 . multiplex PCR
지만 산물의 크기는 서로 다른 분절로 구성 되도록 그룹화 PCR
되었다 은 . PCR PTC-200 Peltier Thermal Cycler (MJ Re-
를 이용하였다 는 과 로 나누었 search, NV, USA) . exon h h1 h2
는데 그중 은 그룹으로 증폭되었다 , h1 uniplex PCR . Multiplex
의 조건은 과 같았다 반응은 PCR Table 3 . PCR master mix
를 사용하여 총 의 (ABgene, Epsom, UK) 30 L reaction mix μ -
Table 1. Patients' Characteristics
Patient's No. Age (yrs) FIX:C (%) FHx of hemophilia Peak inhibitor titer (BU/mL) RFLP-based linkage analysis
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
14
4
30
9
40
27
5
8
20
29
8
28
21
23
13
21
18
6
35
24
23
11
43
6
13
39
18
0.4
0.6
0.6
0.9
0.3
0.7
0.8
0.3
0.6
0.4
0.4
0.1
0.9
0.5
0.7
0.5
0.8
0.3
0.5
0.9
3.4
0.6
0.3
0.0
0.6
0.2
0.8
familial
sporadic
familial
sporadic
sporadic
sporadic
sporadic
sporadic
sporadic
familial
sporadic
sporadic
sporadic
familial
familial
sporadic
familial
sporadic
familial
sporadic
sporadic
familial
familial
sporadic
familial
sporadic
sporadic
0.36
0.10
0.42
0.26
0.24
0.80
*
0.06
0.02
0.26
0.18
0.24
0.18
0.18
0.16
0.44
0.20
1.20
*
0.16
0.34
0.38
0.10
0.36
0.46
30.00
†
0.30
0.46
0.12
uninformative
NT
uninformative
NT
NT
uninformative
NT
NT
NT
NT
uninformative
NT
NT
NT
NT
uninformative
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
informative
NT
NT
NT
*Transient inhibitor;
†Permanent inhibitor
Abbreviations : yrs, years; FHX, familial history; NT, not tested
Table 2. Primers for Direct Sequencing of F9 Gene
Primer set Sequence
F9_EaF
F9_EaR
F9_Eb-cF
F9_Eb-cR
F9_EdF
F9_EdR
F9_EeF
F9_EeR
F9_EfF
F9_EfR
F9_EgF
F9_EgR
F9_EhF
F9_EhI
F9_EhR
5'-CCCATTGAGGGAGATGGAC-3'
5'-ATTGCTGTCAAATCATGTAATCA-3
5'-GCTCCATGCCCTAAAGAGAA-3'
5'-CCCACATAATTCTCATATGTTTCA-3'
5'-TGGCTTCCAGGTCAGTAGTTT-3'
5'-TTCAACTTGTTTCAGAGGGAAA-3'
5'-GCCCCCAATGTATATTTGACC-3'
5'-TGTAGGTTTGTTAAAATGCTGAAG-3'
5'-TGGGCCTCAATCTCAATTTT-3'
5'-TCACATCCCAATAGGTCTGTCT-3'
5'-TGCAAAGCTCACATTTCCAG-3'
5'-CCTTCTGCCTTTAGCCCAAT-3'
5'-TTGCCAATTAGGTCAGTGGTC-3'
5'-TCCTCAAATTTGGATCTGGC-3'
5'-TCCCCTGTAAAGAGAAAAAGCA-3'KY Yoo, HJ Kim, KC Lee
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를 만들어 반응하였다 사용된 의 조성은 ture . 2X master mix
1.25 units Thermoprime Plus DNA Polymerase, 75 mM
Tris-HCl (pH 8.8 at 25 ), 20 mM (NH ℃ 4) 2SO4, 1.5 mM
MgCl2 이었다 하나 , 0.01% (v/v) Tween 20, 0.2 mM dNTP .
의 에 각각 그룹별로 각 PCR tube multiplex PCR upstream,
시발체와 추출한 를 넣어 환자 downstream genomic DNA 1 L μ
인당 개의 을 만들었다 반응은 1 4 sample . PCR programmable
을 사용하였 heat block (MJ Research, Waltham, MA, U.S.A.)
다 초기 변성을 위해 분 반응시킨 후 변성을 위해 . 94 , 5 94 , ℃ ℃
초 각 그룹별 붙임 온도 초 신장을 위해 초를 40 , , 40 , 72 , 40 30 ℃
회 반복하였으며 마지막 신장을 분간 실시 하였다 , 72 , 5 . He ℃ -
을 실시하기 위해 환자 뿐아니라 정상 대조 teroduplexing PCR
군의 에 대해서도 동일한 시발체와 조건 하에 DNA 1 L multi μ -
을 시행하였다 한편 기구에 한번에 걸 수 있는 plex PCR . CSGE
환자가 명 정도 이므로 정상 대조군의 산물이 5 , PCR heterodu-
시 필요한 환자 샘플의 양보다 최소한 배가 되도 plexing PCR 5
록 조정하였다 본 연구에서는 산물이 이 되어 . PCR 30 L he μ -
시 필요한 의 배가 넘었다 teroduplexing PCR 5 L 5 . μ
증폭의 확인 (3) Multiplex PCR
를 하기 전 각 산물의 증폭을 확인하기 위해 CSGE , PCR mul-
그룹별로 산물 와 를 혼합하 tiplex PCR 5 L loading dye 1 L μ μ
여 에서 시간 전기영동 하였으며 , 5% agarose gel 100 volts, 1 ,
의 확인은 자외선 램프 하에 육안으로 하였다 band .
(4) Heteroduplexing PCR
증폭된 환자의 특정 그룹 와 그에 multiplex PCR DNA 5 L μ
해당하는 정상 대조군 특정 multiplex PCR 그룹 를 DNA 5 L μ
동량 섞어 분간 변성 시킨 후 다시 분 붙임 반 95 , 8 , 50 , 45 ℃ ℃
응시켜 를 만들었다 heteroduplexed DNA .
(5) CSGE
Sequi-Gen
ⓡGT Sequencing Cell (500 380 0.7 mm, Bio- × ×
을 이용하여 Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) 10%
을 만들었다 를 이용하여 polyacrylamide gel . 0.5X TTE buffer
분 동안 과 의 상태를 고르게 하기 위한 750 volts/30 gel buffer
을 실시하였다 이후 로 얻은 prerun . heteroduplexing PCR PCR
산물 를 의 와 혼합하여 에 걸고 실온 5 L 2 L loading dye gel , μ μ
에서 시간 전기영동 하였다 전기영동이 끝나면 400 volts/18 .
후 ethidium bromide stain Gel-Doc XR (Bio-Rad Labora-
로 를 확인하였다 tories, Hercules, CA, USA) band .
염기서열 분석 (6) (DNA sequencing) 　
상 가 형성되어 가 개로 분리된 그 CSGE heteroduplex band 2
룹 혹은 에 비해 월등히 넓은 를 보이는 그룹을 , wild type band
양성으로 판단하였다 선별검사상 양성으로 나온 그룹에 (Fig. 1).
해당하는 의 시발체를 이용하여 다시 한번 Table 3 sequencing
한 후 를 이용하여 염 PCR ABI Prism 3130 Genetic Analyzer
기서열을 분석하였다 나머지 생명정보학적 분석방법은 상기의 .
직접 염기서열분석법과 동일하였다.
Table 3. Conditions for Multiplex PCR of F9 Gene
Primer sequence Size (bp) Region amplified Annealing temp. ( ) ℃
MPX1
Ex-bcf
Ex-bcr
Ex-ef
Ex-er
Ex-h2f
Ex-h2r
MPX2
Poly Af
Poly Ar
Promotor+Ex-af
Promotor+Ex-ar
Ex-gf
Ex-gr
MPX3
Ex-df
Ex-dr
Ex-ff
Ex-fr
Uniplex
Ex-h1f
Ex-h1r
5'-AGAGATGTAAAATTTTCATGATGTT-3'
5'-GCAGAGAAAAAACCCACATAAT-3'
5'-CATGAGTCAGTAGTTCCATGTACTTT-3'
5'-TGTAGGTTTGTTAAAATGCTGAAGTT-3'
5'-GAAGAGTCTTCCACAAAGGG-3'
5'-AAGATGGGAAAGTGATTAGTTA-3'
5'-AAGAGAACCGTTCGTTTGCA-3'
5'-AGAACTAAAGGAACTAGCAAG-3'
5'-GATGGACATTATTTCCCAGA-3'
5'-GAAGAAGACAGCATCAGATC-3'
5'-AAGCTCACATTTCCAGAAAC-3'
5'-TGGGTTCTGAAATTATGA-3'
5'-CTGCAGGGGAGGACCGGGCATTCTA-3'
5'-GAATTCAACTTGTTTCAGAGGGAA-3'
5'-TTTAAATACTGATGGGCCTG-3'
5'-GTTAGTGCTGAAACTTGCCT-3'
5'-TAAGAATGAGATCTTTAACA-3'
5'-CTAAGGTACTGAAGAACTAA-3'
513
272
397
510
256
393
245
458
393
62589-6771
17592-17866
31053-31449
32410-32920
-68~91
29898-30293
10328-10563
20238-20698
30708-31101
57.0
52.5
62.0
50.0
Abbreviations: MPX, multiplex PCR group; Ex, exonDirect detection of hemophilia B F9 gene mutation using multiplex PCR and CSGE
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3) MLPA
는 MLPA Salsa MLPA kit P207 Factor IX (MRC-Holland
를 이용하였다 에는 bv, Amsterdam, Netherlands) . P207 kit
F9 유전자의 개 에 대해 개의 소식자 과 8 exon 10 (exon a exon
에 각각 두 개의 소식자 가 있고 h ) , F8 유전자에 대해 개의 소식 5
자가 포함되어 있다 실험하고자 하는 환자의 샘플과 정상 대조 .
군 샘플의 를 약 정도의 같은 농도 genomic DNA 100-250 ng
로 맞추어 준비하였다 준비된 를 에서 분간 . genomic DNA 98 5 ℃
변성시킨 후 F9 와 혼합하여 에서 시 -MLPA probe mix 60 16 ℃
간 교잡화 시켰다 이어 부합화된 소식자를 (hybridization) . li-
와 잘 혼합하여 에서 분간 연결 gase-65 mix 54 15 (ligation) ℃
시킨 후 산물을 시발체 와 PCR , dNTPs, SALSA PCR buffer
를 첨가하여 반응을 수행하였다 각각 SALSA polymerase PCR .
의 소식자 증폭산물 를 의 2 L 0.5 L Genescan μ μ
TM-500 ROX
TM
와 Size Standard (Applied Biosystems, Warrington, UK) 8.5
의 L HiDi Formamide (Applied Biosystems, Warrington, μ
와 혼합하여 에서 분간 반응 시킨 후 UK) 94 5 ABI 3130 ℃
를 통해 전기영동 하여 Genetic Analyzer GeneMapper v.3.7
를 통해 분 software (Applied Biosystems, Warrington, UK)
석하였다 정상 대조군의 는 신호값 의 정상치를 . copy number 1
보이는데 정상 대조군과 환자와의 각 별 높이를 비교하여 , exon
두 개의 높이가 같은 경우를 정상으로 보고 정상 대조군보다 현 ,
저히 낮은 경우를 결손으로 판독하였다
결 과
직접 염기서열 분석법에 의해서 명중에 명 에서 27 26 (96.3%)
질병을 일으키는 돌연변이를 확인할 수 있었다 에 . mPCR-CSGE
의해 돌연변이 선별이 가능했던 환자는 명중 명 이 27 23 (85.2%)
었다 번 환자 명에서는 증폭이 안되어 직접 (Table 4). 24 1 PCR
염기서열 분석법을 시행할 수 없어서 를 시행하였고 그 MLPA ,
결과 의 대결실을 확인할 수 있었다 이 환자는 exon a . multiplex
에서도 증폭이 안되어 와 환자의 PCR MPX2 wild type DNA DNA
을 를 할 경우 로 나타나기 heteroduplexing PCR homoduplex
때문에 돌연변이 선별이 불가능하다 직접 염기서열 분석법과 .
를 시행하여 명의 환자에서 서로 다른 개의 돌연변이 MLPA 27 21
를 발견할 수 있었다 개의 돌연변이중 기존 돌연변이 . 21 (known
는 개 였으며 번과 번 환자에서는 새로운 돌연 mutation) 19 , 8 23
변이 가 발견되었다 (novel mutation) .
개의 돌연변이 중에는 개의 과오 돌연변이 21 12 (missense
개의 무의미 돌연변이 개의 mutation), 3 (nonsense mutation), 3
짜깁기 돌연변이 개의 소 mRNA (mRNA splicing mutation), 2
결실 돌연변이 개의 대결실 돌연변 (small deletion mutation), 1
이 가 있었다 개의 새로운 돌연변이 (large deletion mutation) . 2
들은 각각 개의 과오 돌연변이와 소결실 돌연변이 였으며 소결 1 ,
실 돌연변이는 틀이동 돌연변이 를 일으 (frame shift mutation)
켰다.
Fig. 1. Gel photograph of conformation sensitive gel electrophoresis (CSGE) results in multi-
plex (groups 1 3) and uniplex (exon h1) PCRs. MPX1 (exon b, e, and h2), MPX2 (poly –
A, promotor +exon a, and exon g), MPX3 (exon d and exon f), and uniplex (exon h1) are
grouped on the CSGE gel. The CSGE profiles for all 9 PCR fragments in a 10% polyacry-
lamide gel are labeled. A given fragment was presumed to have a mutation if it resulted in
an abnormal CSGE pattern in comparison with the normal control (N) PCR loaded on the
gel. Each patient’s CSGE results are shown and the corresponding mutation data are de-
noted below each column.KY Yoo, HJ Kim, KC Lee
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에 번 이상 발생한 것으 Hemophilia B Mutation Database 5
로 보고된 F9 유전자의 에서 발견된 돌연변이는 개 hotspot 7 (3
번 번 번 번 번 번 번 환자 였으며 이가운데 , 5 , 7 , 10 , 18 , 25 , 27 ) ,
에서는 개 번 번 번 번 번 환 CpG dinucleotide 5 (3 , 5 , 10 , 18 , 27
자 가 발견되었다 한편 에 의하면 ) . dbSNP build 130 F9 유전자
에는 개의 가 보고 되어 있는데 기존의 보고된 에 194 SNP , SNP
대조한 결과 본 연구에서 발견된 염기서열 변이에는 가 하나 SNP
도 없었다 계통분류학적 분석을 보면 돌연변이들은 평균 의 . 0.72
를 가진 염기서열에서 발생하였다 conservation score . Conser-
이상의 에서 발 vation score 0.95 highly conserved sequence
생한 돌연변이가 명의 환자에게 관찰되었다 로 진단된 16 . MLPA
명의 환자는 1 mPCR 중 에서 만 -CSGE multiplex PCR exon a
증폭이 되지 않아 돌연변이의 선별이 가능하였다(Fig. 2).
새로운 돌연변이 중 번 환자에게 생긴 무의미 돌연변이는 단 8
백질 주형 이 밝혀져 있어 단백질 구조 예측이 (template) 3-D
가능했다 무의미 돌연변이로 인한 단백질 구조의 (Fig. 3). 3-D
변형은 과오 돌연변이로 인한 그것 보다 훨씬 심하게 발 (Fig. 4)
생하였다.
기존의 연관분석 직접 염기서열 분석법 그리고 , mPCR-CSGE
선별 후 염기서열 분석법을 비교하면 와 같다 Table 5 . mPCR-
선별 후 염기서열 분석법과 직접 염기서열 분석법을 좀더 CSGE
구체적으로 비교하면 경제성에 있어 선별 후 염기 mPCR-CSGE
서열 분석법은 직접 염기서열 분석법에 비해 환자 인당 검사 비 1
용 인건비 감가상각비 제외 이 에 불과하였으나 소요시 ( , ) 57.7% ,
간은 약 하루가 더 걸리고 실험 과정에서도 과 , multiplex PCR
을 시행하는 단계가 추가적으로 더 필요하였다 CSGE (Table 6).
고 찰
혈우병 는 이질적인 돌연변이가 많은 질환이기 때문에 각 가 B
계들은 서로 다른 유형의 돌연변이를 가지기 쉽다 등 . Sommer
10)에 의하면 경증 혈우병 환자의 에서 과오 돌연변이가 발 B 97%
견되었는데 이들 중에서 만이 서로 다른 돌연변이였다 한 , 41% .
편 중등증 및 중증 환자의 단 에서 과오 돌연변이가 발견되 59%
었는데 그 대부분 이 서로 다른 돌연변이였다 이렇듯 , (95%) . F9
유전자의 돌연변이 양상이 다양하기 때문에 돌연변이 database
Table 4. Mutations Detected with Direct Sequencing and with mPCR-CSGE Screened Sequencing
No. Location Nucleotide
* change Amino acid
† change mPCR-CSGE Hot spot CpG Conservation score
‡
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
exon h
exon e
exon h
exon a
exon b
exon b
exon b
exon h
Intron1, AS
exon h
Intron4, DS
exon b
exon h
exon h
exon h
exon g
Intron3, AS
exon h
exon h
exon e
exon f
exon h
exon g
exon a
exon b
exon h
exon h
c.1045G>T
c.464G>T
c.1135C>T
c.71T>C
c.223C>T
c.172G>C
c.128G>T
c.1100delT
c.89-6T>G
c.1150C>T
c.391+1G>T
c.228A>C
c.1295G>A
c.1219T>C
c.1219T>C
c.781T>C
c.278-3A>G
c.1150C>T
c.1294G>A
c.427C>A
c.572G>C
c.1045G>T
c.752_767del
Del exon 1
c.128G>T
c.1325G>A
c.1135C>T
Gly303X (Gly349X)
Cys109Phe (Cys155Phe)
Arg333X (Arg379X)
Leu-23Pro (Leu24Pro)
Arg29X (Arg75X)
Gly12Arg (Gly58Arg)
Arg-4Leu (Arg43Leu)
Leu321X (Leu367X)
-
Arg338X (Arg384X)
-
Glu30Asp (Glu76Asp)
Gly386Asp (Gly432Asp)
Cys361Arg (Cys407Arg)
Cys361Arg (Cys407Arg)
Trp215Arg (Trp261Arg)
-
Arg338X (Arg384X)
Gly386Ser (Gly432Ser)
Gln97Lys (Gln143Lys)
Arg145Pro (Arg191Pro)
Gly303X (Gly349X)
Phe205SerfsX8 (Phe251SerfsX8)
-
Arg-4Leu (Arg43Leu)
Gly396Glu (Gly442Glu)
Arg333X (Arg379X)
HeD
HeD
HeD
HeD
HeD
HeD
HeD
HeD
HeD
HoD
HeD
HeD
HoD
HeD
HeD
HeD
HeD
HoD
HeD
HeD
HeD
HeD
HeD
-
HeD
HeD
HeD
Arg333X
Arg29X
Arg-4Leu
Arg338X
Arg338X
Arg-4Leu
Arg333X
No
No
Yes
No
Yes
No
No
-
-
Yes
-
No
No
No
No
No
-
Yes
No
No
No
No
-
-
No
No
Yes
0.12
1.00
0.97
1.00
0.99
0.99
0.25
0.00
0.72
0.74
1.00
1.00
1.00
0.99
0.99
1.00
0.99
0.74
1.00
1.00
0.92
0.12
0.73
-
0.25
1.00
0.97
*Numbered based on the cDNA sequence with A of ATG translation initiation codon as +1 (GenBank accession: NM_000133.3);
†
Number primarily according to Yoshitake et al., followed by first Met as +1 (per the Human Gene Variation Society guidelines) in
parentheses;
‡Evolutionary conservation of amino acid residue as defined by Bottema et al. Novel mutations are shown in Bold
Abbreviations : HeD, Heteroduplexed; HoD, Homoduplexed; AS, acceptor site; DS, donor siteDirect detection of hemophilia B F9 gene mutation using multiplex PCR and CSGE
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Fig. 2. Deletion of exon a of the F9 gene in patient No. 24. (A) M, 123 DNA ladder marker, and multi-
plex PCR group 2 of normal control male and patient No. 24. In the normal control male, exon a (ex-
pected amplicon size, 256 bp) and exon g (expected amplicon size, 393 bp) were identified. However, in
patient No. 24, the band of exon a was not seen. (B) Results from MLPA P207 kit in the patient (lower)
and the normal control male (upper). The patient’s exon a (left and right) is deleted (left: F9 probe
6788-L6380, right: F9 probe 6789-L6381 for exon a).
Fig. 3. Homology model of wild type and nonsense mutation (No. 8 patient) of factor IX. Template is
1rfnA, with a residue range of 227 to 416, identity of 100%, and RMSD of 2.80 . (A) A 3D structure Å
of wild type sequence (amino acids 227 to 416). (B) Conformational change took place because of a non-
sense mutation at residue 367 in the patient. Hydrophilic domain is shown in blue and hydrophobic in red.
Fig. 4. Homology model of wild type and missense mutation (patient No. 15) of factor IX. Template is
1rfnA, with a residue range of 227 to 416, identity of 100%, and RMSD of 2.80 . (A) A 3D structure Å
of wild type sequence (amino acids 227 to 416). (B) Conformational change took place because of a mis-
sense mutation (Cys407Arg) at residue 407 in the patient. Hydrophilic domain is shown in blue and hydro-
phobic in red.KY Yoo, HJ Kim, KC Lee
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구축이 필수적이다.
년 영국에서 시작된 1990 The Hemophilia B Mutation Da-
는 다양한 혈우병 환자들의 돌연변이 정보를 수록하여 tabase B
병적인 돌연변이 여부를 판별하는데 큰 도움을 주었다
7). The
에는 전 12th edition of the hemophilia B mutation database
세계 혈우병 환자중 명 이상에서 동일하게 발견된 돌연변이 B 5
개가 보고되어 있다 hotspot 52
11). F9 유전자에서는 Gardiner-
Garden & Frommer's Criteria
12)에 따른 는 없는 CpG island
것으로 알려져 있으나 개의 중 에 , 52 hot spot CpG dinucleotide
서 개의 돌연변이가 관찰되었다 등 21 . Mukherjee
13)은 명 2,348
의 혈우병 환자의 돌연변이 중에서 에 발생 B CpG dinucleotide
한 돌연변이는 로 보고하였다 에서 발생한 돌연변이 37.7% . CpG
숫자와 에서 번 이상 발생한 것으로 보고된 돌연변 non-CpG 10
이의 숫자는 각각 개와 개로서 이들은 전체 돌연변이의 22 5 42.2
를 차지하였다 등 % . Bottema
14)에 의한 에서의 전이 CpG site (tr
는 다른 지역의 그것에 비해 약 배 변이 ansition) 24 , (trans-
는 배가 증가되는 것으로 보고하였다 version) 7.7 .
의 또다른 원인으로는 가 있다 미국 Hot spot founder effect .
과 서유럽의 혈우병 환자에게는 B I397 T, G60 S, T296 M → → →
이 흔한데 이들의 일배체형 이 동일한 것으로 밝혀 , (haplotype)
져 이들은 공통된 한 명의 조상으로부터 유래된 환자들임을 알
수 있었다
15) 미국 혈우병 환자의 약 가 이 개의 돌연변 . B 25% 3
이 중 하나를 가지고 있으며 특히 경증 혈우병 환자의 경우에 , B
는 에게서 이 개의 돌연변이 중 하나가 발견되고 있다 2/3 3 .
이번 연구에서 관찰된 돌연변이 중에서는 CpG dinucleotide
에서 개 가 발견되었으며 번 이상 보고된 돌연변이 5 (21.8%) , 5
Table 5. Comparison of Linkage Analysis, Direct Sequencing, and mPCR-CSGE Screened Sequencing
Linkage analysis Direct sequencing mPCR-CSGE screened sequencing
Detection rate
Cost
†
Time
55.6%
*
Hha : 25.5% Ｉ
Mse : 49.7% Ｉ
23,468 KRW
for 1 person
‡
5 hrs +o/n
PCR-3 hrs
incubation-o/n
EP-2 hrs
96.3%
83,978 KRW
14 hrs
PCR-3 hrs
EP-1hr
purification-1 hr
sequencing PCR-3 hrs
purification-1 hr
sequencing-5 hr
88.9%
48,462 KRW
19 hrs+o/n
multiplex PCR-3 hrs
EP-1 hrs
CSGE-8hrs and o/n
stain-2 hrs
sequencing PCR-3 hrs
purification-1 hr
sequencing-1 hr
*Informativeness;
†Labor cost and depreciation expense are excluded;
‡Total cost comes from multipling cost by the number of
subjected family members.
Abbreviations: KRW, Korean won; EP, eletrophoresis; o/n, overnight; hr, hour
Table 6. Detailed Cost Comparison between Direct Sequencing and mPCR-CSGE Screened Sequencing
mPCR-CSGE screened sequencing Direct sequencing
Steps Repeat
or No. of samples
Cost
*
(KRW) Steps Repeat or
No. of samples
Cost
*
(KRW)
DNA extracton
Multiplex PCR
(primer conc. : 10 pmole)
Electrophoresis (1.5% agarose)
Heteroduplexing PCR & CSGE
(6 pts+control)
PCR purification
Sequencing PCR
Sequencing purification
Sequencing (1:8 dilution)
Total cost
2
4
1
1
1
1
2
1 for upstream
1 for downstream
15,738
13,647
2,962
8,937
309
1,313
1,810
3,746
48,462
DNA extraction
Primer for PCR & sequencing PCR
(primer conc. : 50 pmole)
PCR excluding primers
Electrophoresis
(1.5% agarose)
PCR purification
Sequencing PCR
Sequencing purification
Sequencing (1:8dilution)
Total cost
2
1
7
1
7
15
15
15
15,738
7,736
10,458
2,962
2,163
3,251
13,575
28,095
83,978
*Labor cost and depreciation expense are excluded
Abbreviations : KRW, Korean won; pts, patientsDirect detection of hemophilia B F9 gene mutation using multiplex PCR and CSGE
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에서 발생한 돌연변이는 개 로서 이는 hotspot 7 (33.3%) Mukherjee
등
13)의 연구와 차이를 보이고 있었다 기존의 보고들과 비교하여 .
이나 에서 상대적으로 적은 돌연변이 hotspot CpG dinucleotide
가 발생한 점을 볼 때, F9 유전자 염기서열분석은 특정한 hotspot
을 우선적으로 해야 할 필요성에 의문을 던지게 된다 하지만 본 .
연구는 대상 환자 숫자가 명에 불과하였다 최근에 완성된 27 .
Korean Registry of Hemophilia Mutations (http://www.
를 통해 좀더 많은 환자들의 염기서열 분석 결 kohemgene.org/)
과가 알려지게 되면 우리나라 환자의 고유한 이 있을지 hot spot
여부가 밝혀지리라 예상된다.
돌연변이를 정확히 진단하기 위해 염기서열 분석법은 매우 추
천할 만하다 임상적으로 질병의 확진 산전 진단 보인자 진단 . , , ,
유전자형 표현형의 관계 분석 뿐만 아니라 질환의 병인 유전자 - ,
재조합 응고인자제제의 제조 향후 유전자 치료를 위한 기초자료 ,
로서 염기서열의 분석이 필수적이라고 할 수 있다 환자의 돌연 .
변이 유형을 알 수 있게 되면 항체 발생 위험성을 예측할 수 있으
며 이에 따라 세 이전의 응고인자제제에 대한 조기 노출을 회 , 1
피하고 세 이후 주기적 보충요법을 앞당기는 등의 항체 회피 , 1
노력을 할 수 있으며 또한 환자에게 가장 최적화된 면역관용요 ,
법을 시행하여 항체를 영구적으로 없앨 수 있게 될 것이다.
그러나 이러한 장점에도 불구하고 직접 염기서열 분석법은 많
은 비용과 시간이 들고 노동집약적이어서 여러 연구자들이 돌연 ,
변이가 있을만한 특정 유전자 부위를 먼저 선별해 내고 그 부위 ,
에 대해서만 염기서열 분석법을 시행하는 전략을 채택하고 있다.
그 가운데 는 등 CSGE Ganguly
16)이 처음으로 고안한 방안으로
형성에 기초한 돌연변이 선별법이다 heteroduplex . Heterodu-
는 등 plex Nagamine
17)이 mouse testis-determining Y gene
에 대한 실험 도중 발견한 로서 보고되었다 PCR PCR artifact .
그 원리는 가닥과 가닥이 섞이게 되어 wild type mutant type
형성된 안의 된 염기쌍 사이에 기포 heteroduplex mismatched
나 팽출이 생기게 되고 이것들의 물리적 성질에 의해 선별이 가 ,
능해지는 것이다 등 . Ganguly
16)은 의 돌연변이 선 heteroduplex
별율을 높이기 위해 과 를 10% ethylene glycol 15% formamide
포함한 를 이용하여 변성 조건을 약하게 하였 tris/taurine buffer
다 즉 는 약한 변성 조건 하에서 와 . CSGE homoduplexed DNA
가 전기영동 하에서 heteroduplexed DNA polyacrylamide gel
차별적 이동을 하는 성질을 이용하는 것이다 는 . Heteroduplex
염색 후 자외선에서 볼 때 비정상적인 ethidium bromide band
를 보인다 연구자들은 비정상적 를 보이는 부분만을 . band DNA
염기서열 분석 할 수 있게 되어 염기서열 분석의 경제성 신속성 ,
을 높일 수 있게 된다 등 . Ganguly
16)은 를 이용하여 CSGE M13
안의 개의 돌연변이중 를 선별해 낼 수 있었 Phage DNA 58 86%
다 하지만 산물의 마지막 이내 혹은 독립된 . PCR 50 bp high-
에서는 돌연변이를 잘 선별해 낼 melting-temperature domain
수 없었다 는 의 산물에 대해 효과적인 . CSGE 200-800 bp PCR
것으로 알려져 있다 등 . Williams
18)은 명의 역위가 없는 중증 7
혈우병 환자와 명의 가족들에게 를 이용하여 돌연변이 A 38 CSGE
를 선별할 수 있었다 등 100% . Hill
19)도 역위 돌연변이가 없는
명의 혈우병 환자에게 를 적용하여 돌연변이를 31 A CSGE 100%
선별할 수 있었다 혈우병 에 대해 를 처음으로 적용한 사 . B CSGE
람은 등 Hinks
20)이었는데 명의 혈우병 환자에서 돌연변이 , 21 B
를 선별하였다 등 100% . Belvini
21)은 혈우병 명에 대해 B 201
를 시행하여 의 돌연변이를 선별하였다 등 CSGE 89% . Habart
22)
은 돌연변이 선별력의 저하 없이 완료량 를 높이기 (throughput)
위해 를 변형시켜 CSGE multiplex conformation sensitive gel
를 고안하였다 그들은 개의 그룹을 이 electrophoresis . 24 PCR
용한 를 multiplex conformation sensitive gel electrophoresis
통해 역위가 없는 명의 혈우병 환자에게 의 돌연변이를 81 A 94%
선별하였다 등 . Jayandharan
23)은 이를 더욱 단순화 시켜 개 13
의 그룹으로 를 시행하였는데 역위가 없 multiplex PCR CSGE ,
는 명의 혈우병 환자에서 의 선별도를 보고하였다 그 56 A 85.7% .
들은 또한 개의 그룹을 이용한 를 고안하 5 multiplex PCR CSGE
여 명의 혈우병 환자에서 그 선별도를 로 보고하였다 10 B 90%
9).
혈우병 환자 명을 대상으로 한 본 연구에서는 돌연변이 선 B 27
별력이 로 나왔는데 이는 등 85.2% , Jayandharan
9)의 보고(90
에 비교할 때 낮은 수치였다 이는 연구자의 숙련도에 관련될 %) .
수도 있지만 본 연구의 대상 환자수가 명으로 등 27 Jayandharan
9)의 명보다 많기 때문에 선별력을 단순 비교하기는 어려울 것 10
으로 보인다.
는 계통분류학적 다중서열정렬을 통해 Conservation score 0
에서 까지 점수를 매기게 되며 (unconserved) 1 (conserved) ,
는 적어도 의 간격으로 이상 conserved elements 100 bp 70%
일치되는 서열을 보이는 구간을 의미한다. Conservation score
가 높은 염기서열 일수록 중요한 역할을 수행하는 아미노산을 생
성하는 것으로 여겨지기 때문에 에 highly conserved sequence
생긴 돌연변이는 단백질 기능에 중요한 이상을 초래하는 것으로
알려져 있다
24) 본 연구에서 돌연변이는 평균 점의 . 0.72 conser-
를 가진 염기서열에서 발생하였으나 연구대상 환자 vation score ,
의 중증도가 중등증 환자 명을 제외하고 모두 중증 환자여서 1
와 중증도 사이의 통계학적 분석이 어려웠 conservation score
다 향후 중등증 및 경증 환자의 염기서열 분석이 가능한 경우 .
를 이용하여 환자의 중증도 및 나아가 환자 conservation score
의 임상양상을 예측하는데 도움이 될 수 있을지 추가적인 연구가
필요하다.
은 단백질 구조 예측에 쓰이는 프로그램 Swiss-model 3-D
으로 아미노산 변화가 단백질 구조 및 기능에 미치는 영향을 예
측할 수 있다 를 이용하면 각각의 돌연변이가 국 . UCSF Chimera
지적으로 일으킨 구조의 변화를 형상화 할 수 있기 때문에 분자
구조에서의 아미노산 변화의 정확한 유형과 위치를 알 수 있다.
단백질 구조 예측에는 상동성 모델 접힘 (homology modeling),
구조 인식 순이론적 방법 (fold recognition), ( ab initio 이 있는 )
데
25) 본 연구에서는 상동성 모델을 이용하였다 돌연변이로 인 , .KY Yoo, HJ Kim, KC Lee
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해 변형될 수 있는 환자들의 인자 단백질의 모형을 알려 IX 3-D
진 단백질 구조를 주형으로 하여 예측해 볼 수 있다 목표 단백질 .
과 주형 구조 사이의 서열 일치도가 를 넘으면 신약 개발에 80%
이용할 수 있을 정도로 모형은 정확한 것으로 알려져 있다 3-D
29) 는 같은 단백질 혹은 . Root mean square deviation (RMSD)
유사한 단백질이 다른 구조 상태에 있을 때 그 두 구조간의 차이
를 정량적으로 나타내는 데 쓰인다 두 단백질의 구조를 최대한 .
겹쳐서 배치한 후에 각각 대응되는 원자간의 차원 거리를 재서 3
이들의 평균을 내서 수치화 한 것이다
27, 28) 일반적으로 서열 일 .
치도가 를 넘을 때 는 70% RMSD 2.5 (10 Å
-9 정도를 유지 m)
한다. F9 유전자의 경우 일치도 이고 인 주 100% , RMSD 2.8 Å
형 단백질 구조는 와 가 있다 는 개 아미 1rfnA 1 rfnB . 1rfnA 461
노산 중 개 번 는 개 번 의 아 189 (227-416 ), 1rfnB 55 (132-187 )
미노산 주형으로써 번 응고인자는 의 아미노산에 대해 , IX 52.9%
단백질 주형이 밝혀져 있는 셈이다 와 는 각각 3-D . Fig. 4 Fig. 5
환자의 무의미 돌연변이와 환자의 과오 돌연변이가 No. 8 No.15
단백질 구조에 일으킨 변화를 보여준다 무의미 돌연변이는 3-D .
과오 돌연변이에 비해 구조 변화를 크게 일으킴을 알 수 있다.
선별 후 서열분석법의 장점으로는 직접 염기서 mPCR-CSGE
열 분석법에 비해 비교적 높은 선별력을 보이면서도 경제적이라
는 것이다 본 연구에서 선별 후 염기서열 분석법 . mPCR-CSGE
의 비용은 직접 염기서열분석법의 에 불과하였다 한편 실 57.7% .
험의 편이성 측면에서 단계 multiplex PCR , heteroduplexing
단계 단계가 추가로 요구되어 노동집약적이었다 또 PCR , CSGE .
한 제작 중에 기포의 형성 얇고 큰 판을 처리하는 CSGE gel , gel
과정에서 의 찢어짐 여과지에 충분히 가 흡착되지 않아 gel , band
형성 여부를 판독하기 어려운 점 등이 발생하였다 heterodulex .
시간적으로도 직접 염기서열 분석법에 비해 약 일이 더 소요되 1
는 단점이 있었다.
결론적으로 선별 후 염기서열 분석법은 mPCR-CSGE 85.2%
의 돌연변이 선별력을 보이고 직접 염기서열 분석법의 의 , 57.7%
비용만 소모하였으나 실험 과정에 세심한 주의가 필요하였고 노 , ,
동집약적이었으며 실험기간도 일이 더 걸렸다 , 1 .
요 약
목 적: F9 유전자는 혈우병 의 병인 유전자이다 기존의 B . RFLP
를 이용한 연관분석은 정보제공율이 에 불과하였다 직접 55.6% .
염기서열 분석법은 의 돌연변이를 진단할 수 있지만 고가의 98% ,
비용이 든다 본 연구는 . F9 유전자를 대상으로 돌연변이의 선별
검사로써 를 사용하고 이후 특정 유전자 부위만을 mPCR-CSGE ,
염기서열 분석하여 의 유용성을 확인하기 위해 고 mPCR-CSGE
안되었다.
방 법: 연구대상은 비혈연 관계인 명의 혈우병 환자였다 27 B .
직접염기서열 분석법은 독립된 다른 기관에서 시행하였고,
선별 후 염기서열 분석법은 본 연구자의 기관에서 mPCR-CSGE
시행되었다 직접 염기서열 분석법의 결과가 참고치가 되어 .
선별 후 염기서열 분석법을 정확성 경제성 신속 mPCR-CSGE , ,
성 편이성 측면에서 비교하였다 두가지 방법으로 진단이 되지 , .
않는 환자에게는 를 이용하여 돌연변이를 발견하였다 MLPA .
결 과: 직접 염기서열 분석법으로 명 의 환자에서 26 (96.3%)
돌연변이를 확인할 수 있었다 선별 후 염기서열 . mPCR-CSGE
분석법으로는 명 의 환자에서 돌연변이를 찾아낼 수 23 (85.2%)
있었다 명의 환자는 로써 돌연변이를 확인할 수 있었다 . 1 MLPA .
명의 환자에게 개의 독립적인 돌연변이가 있었다 27 21 . mPCR-
선별 후 염기서열 분석법은 직접 염기서열 분석법에 비해 CSGE
비용은 로 줄일 수 있었으나 실험 단계는 더욱 복잡하였 55.7% ,
고 시간도 하루가 더 걸렸으며 세심한 실험상의 주의가 필요하 , ,
였다.
결 론: 선별 후 염기서열 분석법은 의 mPCR-CSGE 85.2%
높은 돌연변이 선별력을 보이고 직접 염기서열 분석법의 , 57.7%
의 비용만 소모하였으나 실험과정에 세한 주의가 요구되었으며 , ,
노동집약적이고 실험 시간도 하루가 더 소요되었다 , .
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